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3. Resumen. 
Actualmente, en la faena minera Zaldívar se observa una baja disponibilidad de 
minerales oxidados de cobre, lo que hace necesario iniciar la explotación de minerales 
sulfurados de cobre. Esta circunstancia obliga a la empresa a emplear nuevos procesos 
para la extracción de este mineral. Para esto, se conocen distintos mecanismos de 
lixiviación, como lo es el proceso de biolixiviación, el cual hace uso de microorganismos 
que son capaces de realizar el proceso de manera directa (en contacto directo con el 
mineral) o indirecta (donde un producto, como el ion férrico realiza la reacción). Así 
también se conocen distintos catalizadores para la extracción como es el uso de cloruro 
de sodio (NaCl), el cual trae diversos beneficios para la extracción. En este estudio se 
evalúa la posibilidad de obtener un cultivo biolixiviante adaptado a NaCl, que mantenga 
su actividad oxidativa bajo esta condición. Para esto se realizó un proceso de 
adaptación a diferentes muestras a concentraciones crecientes de NaCl. Haciendo uso 
de monitoreos como titulación de ferroso y medición de potencial (Eh), se logró 
encontrar, por método de eliminación entre los cultivos, al cultivo LIX que mantuvo su 
capacidad oxidativa a los 20 g/L NaCl. Siendo LIX el cultivo destacado, se analiza la 
población bacteria donde predomina Acidithiobacillus ferrooxidans. 
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Abstract. 
Currently, in the Zaldivar mine, there is a low availability of oxidized copper 
minerals, which makes it necessary to start the exploitation of sulphide copper minerals. 
This circumstance forces the company to use new processes for the extraction of this 
mineral. For this different leaching mechanisms are known such as the bioleaching 
process, which makes use of microorganisms that are able to carry out the process 
directly (in direct contact with the mineral), or indirect (where a product such as the ferric 
ion performs the reaction). Different catalysts are also known for extraction, such as the 
use of sodium chloride (NaCl), which brings various benefits for extraction. This study 
evaluates the possibility of obtaining a biolixivant culture adapted to NaCl, which 
maintains its oxidative activity under this condition. To achieve this purpose a process of 
adaptation to different samples was performed at increasing concentrations of NaCl. 
Using review processes such as ferrous titration and potential measurement (Eh), 
through an elimination method between the cultures it was possible to find that LIX 
culture maintained its oxidative capacity at 20 g/L NaCl. As a result of this process the 
sample LIX performed the best, and we can analyze the bacterial population where 
Acidithiobacillus ferrooxidans predominates. 
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4. INTRODUCCIÓN 
4.1. La minería en Chile. 
Chile es un país que cuenta con varios mercados, dentro de los cuales podemos 
encontrar los agrícolas, acuícola y pesquera, forestal, ganadera, turística y minera, 
siendo este último uno de los más importantes. Chile se hace llamar un país minero, ya 
que la minería ha sido clave para su desarrollo. Los yacimientos mineros se extienden 
por todo el país, donde la mayor proporción de los depósitos se sitúan en el extremo 
norte.  
Con los años, Chile se ha abierto paso en el mercado mundial hasta representar 
desde el 16% de la producción mundial de cobre, durante los ‘90, hasta un 32% en los 
años recientes.  
Desde la promulgación del Estatuto de Inversión Extranjera (DL600), en 1974, 
hasta el año 2012 se han materializado inversiones por más de 90 mil millones de 
dólares, de los cuales un tercio corresponden a minería. Por otra parte, la participación 
de las exportaciones mineras en relación al total de envíos de Chile sigue siendo la más 
importante de nuestra economía, representando en los últimos años en torno al 60%. 
De igual modo, la minería es el sector económico con mayor contribución a los ingresos 
fiscales, con una participación cercana al 15% en años recientes. 
El despliegue de la minería se debió a nuestra gente, especialmente en el norte, 
donde se posee una sólida cultura y tradición minera y una creciente formación técnica 
en nuevas tecnologías. Los proyectos mineros en ejecución, por 20 mil millones de 
dólares, y en evaluación, por otros 45 mil millones, sitúa al sector en las puertas de una 
importante fase de expansión para la superación de diversos desafíos. 
Sin embargo, en los últimos años se han observado limitaciones a la 
competitividad de la minería chilena en aspectos tales como: caída en la ley mineral, 
disponibilidad y costo de energía, disponibilidad de agua, productividad del capital 
humano y certeza jurídica de las autorizaciones. La necesidad de superar estas  
limitaciones, son fundamentales para que la minería profundice su aporte al país y 
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continúe siendo motor del desarrollo nacional (http://www.minmineria.gob.cl/la-mineria-
en-chile/historia-de-la-mineria-en-chile/). 
Actualmente la minería cuprífera se lleva a cabo en varias etapas. Primero, una 
exploración geológica donde se identifica la presencia de un yacimiento y sus 
características, determinando la ley del mineral y la forma de explotarlo (a rajo abierto o 
subterráneo). Seguidamente, las extracciones de las rocas mineralizadas son extraídas 
desde la mina en un tamaño adecuado y transportadas a la planta, para continuar el 
proceso productivo. 
El proceso de refinación del cobre puede realizarse de 2 formas: para los 
minerales oxidados, el proceso productivo implica someter el material a una solución de 
lixiviación, luego a un proceso de extracción con solventes y posteriormente a un 
sistema de electroobtención. En el caso de los minerales sulfurados, pasan primero por 
el chancado, la molienda y concentradora, para ser fundidos y luego electrorefinados. 
En ambos casos, como resultado final, se puede obtener cátodos de cobre con 99,99% 
de pureza. 
La exportación de los cátodos se realiza por medio de trenes o camiones a los 
puertos de embarque y luego enviados los diferentes clientes en el mundo (Tabla 1). 
Tabla 1.  Porcentaje de envíos a clientes a nivel mundial. 
Clientes Porcentaje de envíos 
Asia 59,1% 
Europa, 15,2% 
Sudamérica 13,4% 
Norteamérica 11,8% 
Oceanía 0,4 % 
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4.2. Antecedentes de la empresa. 
4.2.1. Inicios de compañía minera Barrick Zaldivar. 
A fines de la década de los 80’, Outokumpu OY adquirió la propiedad minera 
Zaldívar. En 1990, se iniciaron los trabajos geológicos, metalúrgicos y de exploración de 
recursos hídricos. Gracias a este trabajo, se logró ampliar la reserva minera de manera 
significativa, y también a definir los procedimientos metalúrgicos. 
En 1992, tras las aprobaciones del proyecto, se anunció la formación de la 
empresa denominada Compañía Minera Zaldívar (CMZ), llevando a cabo un Joint 
Venture (empresa conjunta) con Placer Dome Inc. (50%/50%). Para fines del 1993, se 
inició la construcción de las instalaciones de la mina. Para abril de 1995, se inicia la 
producción, logrando en junio del mismo año la obtención del primer cátodo de cobre. 
Con esto se inició la empresa.  
Las primeras mil toneladas de cátodos de alta pureza salieron del puerto de 
Antofagasta con destino a Japón y, un mes después, 800 toneladas fueron embarcadas 
con destino Italia. 
Para fines del 1999 Placer Dome Inc. adquiere el 50% perteneciente a 
Outokumpu Copper Resources, siendo los únicos propietarios de la Compañía Minera 
Zaldívar. En enero del 2006, Barrick Gold Corporation realiza la compra de Minera 
Zaldívar, convirtiéndose en Barrick Zaldívar, la única división de Barrick que produce 
cobre en Chile. 
Barrick Gold Corporation es una empresa minera productora de oro. Actualmente 
Barrick cuenta en Sudamérica con 4 plantas mineras, y dos proyectos en construcción: 
Pierina, Lagunas Norte, Veladero, Zaldívar, y próximamente, Cerro Casale y Pascua–
Lama. Estos últimos dos corresponden a yacimientos de oro en Chile. Por otro lado, a 
la fecha la empresa solamente posee 2 yacimientos productores de Cobre a nivel 
mundial: Zaldívar en Chile y Lunwana en Zambia. 
Para el año 2016, la compañía minera Zaldívar producirá aproximadamente 
105.000 toneladas de cobre fino con 97% de pureza. 
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La Minera Zaldívar debe su nombre a la estación ferroviaria localizada en el cerro 
Zaldívar, llamado así en honor al ingeniero Adolfo Zaldívar Reyes (1875-1936), 
precursor del ferrocarril Antofagasta, Chile-Salta, Argentina (Álvarez, 2011).  
En la actualidad la compañía minera Barrick, se encuentra asociado en un 50% a 
la compañía Antofagasta Minerals S.A., trato iniciado, desarrollado y puesto en marcha 
a fines del 2015. 
4.2.2. Ubicación del yacimiento.  
El yacimiento Zaldívar se encuentra en la segunda región de Chile, en el margen 
occidental de la cordillera de Domeyko, específicamente entre los paralelos 24º12'30" S 
y 69º 04' W, en el extremo norte del complejo de pórfidos cupríferos Escondida-
Zaldívar. A una altura promedio de 3.200 m.s.n.m. A una distancia de 1.400 kilómetros 
al norte de la ciudad de Santiago, a 175 kilómetros al sur-este de la ciudad de 
Antofagasta (Figura 1) (http://barricklatam.com/barrick/presencia/zaldivar/informacion-
general/operacion/2014-06-09/144142.html). 
 
Figura 1. Plano de ubicación del yacimiento de Barrick. Plano de la II Región, a IV 
Región de Chile, que muestra la ubicación, de orden norte a sur, de los yacimientos de 
Barrick Gold: Zaldívar en la II Región, Cerro Casales en la III Región, Pascua-Lama en 
la IV Región y Veladero en Argentina 
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4.2.3. Proceso de obtención de cobre de CMZ. 
El proceso de obtención de cátodos de cobre, en la Compañía Minera Zaldívar, 
se realiza en diferentes etapas. El mineral es transportado por camiones desde la 
extracción en el rajo hacia el alimentador del chancador primario, donde la partícula del 
material entrante es de 54 pulgadas y el material saliente alcanza un máximo de 3,5 
pulgadas. El material descargado alimenta 2 chancadores secundarios de cono, 
mientras que las correas transportan el mineral hasta el acopio. El tamaño entregado 
por el chancador es de máximo 40 mm. Posteriormente el mineral de acopio es 
trasportado hasta un sistema de 4 chancadores terciarios con “waterflush” o barrido de 
agua, que reduce el tamaño del mineral a 11.5 mm. Este último es vertido en un 
sistema de harneros vibratorios de 2 cubiertas (decks) que finalmente clasifican el 
producto húmedo en 3 tipos: de sobre tamaño, que vuelve al circuito de chancado, para 
posteriormente alimentar la lixiviación en pilas, de tamaño intermedio que constituye la 
alimentación a la pila de lixiviación, y de bajo tamaño reclasificado en ciclones para 
remover la fracción fina (Figura 2A). 
El producto de bajo tamaño es sometido a flotación para recuperar cobre 
contenido en forma de concentrado de cobre, para ser posteriormente enviado a 
fundición, y pasar a un proceso pirometalúrgico. Los relaves de flotación son 
transportados por medio de una tubería hasta el depósito de relaves donde son 
depositados en delgadas capas de 100 a 150 mm de espesor. Parte del agua contenida 
escurre hasta una represa de contención para su recuperación y otra parte se evapora, 
lo que permite el drenaje y secado de las capas de relaves, antes de ser cubierta por la 
siguiente. 
Los minerales de tamaño intermedio provenientes del chancado terciario son 
transportados mediante correas. En éstas se agrega el 50% del ácido total requerido, a 
este proceso se le llama curado (Figura 2B). Luego, por medio de equipos se lleva a 
cabo el apilado en capas de 9 a 11 metros de altura por 640 metros de longitud (paño) 
(Figura 2C). Una vez ocurrida la lixiviación, la solución ácida generada es percolada por 
medio de capas consecutivas desde la parte superior a su base. La solución rica, ya 
sea IPLS o PLS que contiene el cobre disuelto, es recogido en canaletas en la base de 
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la pila y fluye hacia la piscina para ser enviada hacia lixiviación o la planta de extracción 
por solventes. 
Una vez finalizada la lixiviación de un paño, se descarga a través de una rotopala 
y el mineral se envía a botaderos o se apila nuevamente en el RAL (ripios de alta ley en 
cobre), según la ley de cobre que aún contenga. 
La lixiviación se realiza indistintamente a la mineralogía de los paños cargados, 
ya sea que estén compuestos por óxidos, sulfuros o mixtos. El proceso de lixiviación 
dura entre 340 y 360 días. 
 En la planta de extracción por solventes (SolventExtraction, SX) se realiza la 
purificación y concentración selectiva de la solución acuosa obtenida en las pilas de 
lixiviación. Esto se realiza mediante reactivos líquidos de intercambio iónico, pero 
debido a que los componentes son insolubles en agua, se disuelven el keroseno, 
formando la solución orgánica. Con esta solución se realiza la mezcla con la solución 
lixiviante. Como producto de la mezcla anterior el cobre es retenido por el reactivo y las 
impurezas permanecen en solución acuosa logrando la extracción selectiva del cobre, 
por medio de decantación en conjunto con la solución orgánica. 
 Posteriormente, la solución orgánica se pone en contacto con ácido sulfúrico de 
170 g/L, logrando aumentar la acidez y revertir la reacción, dejando al cobre en solución 
acuosa, para luego ser extraído por electrolisis. 
En la electroobtención se contienen 368 celdas o tanques de policoncreto, con 
66 ánodos de plomo y 65 cátodos de acero inoxidable. La solución electrolítica rica en 
cobre alimenta los estanques donde se les aplica corriente eléctrica ubicando al cobre, 
por medio del intercambio iónico, en ambos lados del cátodo. Este procedimiento 
demora aproximadamente 6 días y se retira en forma de láminas (Figura 2D).   
Cada cátodo exportado pesa alrededor de 45 kilos y tiene una pureza certificada 
de 99,999% de cobre correspondiendo a Grado A-L.M.E., según las especificaciones de 
la Bolsa de Metales de Londres (Álvarez, 2011).  
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Figura 2. Proceso de lixiviación CMZ. (A) Correa alimentadora del chancador, (B) 
Roció de mineral en correa transportadora, (C) Pila de lixiviación y (D) Cátodos de 
cobre. 
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4.3. Minerales de cobre. 
Las minas de cobre han existido hace millones de años. Estos depósitos 
provenientes de las profundidades han sido impulsados hasta el punto de llegar cerca 
de la superficie por los procesos geológicos, dando origen a lo que hoy llamamos 
yacimientos. 
Actualmente los yacimientos presentes son de tipo porfídicos, los cuales 
contienen el mineral mezclado con material mineralizado y roca estéril. Estos 
yacimientos que abarcan grandes áreas solo pueden ser explotados cuando se han 
desarrollado las habilidades metalúrgicas para separar y recuperar el mineral. 
En los yacimientos encontramos el cobre, el cual se presenta originalmente como 
sulfuro. Según su ubicación en el yacimiento se zonifica en 3 sectores: en la parte 
superior, la que se encuentra expuesta a la atmósfera, donde la lixiviación y la 
oxidación ocurren de forma natural. Luego, en la parte intermedia, el mineral se 
presenta como enriquecimiento secundario (calcosina y covelina), y en la parte más 
profunda se localizan los sulfuros primarios (bornita y calopirita). En la figura 3, se 
muestra un diagrama de las zonas en las cuales se encuentra disponible el mineral 
(Domic, 2001). 
 
Figura 3. Diagrama de disponibilidad 
del mineral de cobre. Esquema de 
disponibilidad de cobre y hierro, leyes 
de metal en las menas de  pórfidos de 
cobre. 
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Sin embargo, en la actualidad hay mayor presencia de sulfuros secundarios lo 
cual hace, conciencia de un replanteamiento de los procedimientos de lixiviación. Ya 
que los minerales oxidados, son lixiviados por el mecanismo de disolución, siendo la 
malaquita uno de los minerales más fáciles de disolver con ácido. 
4.3.1. Estructura de sulfuros de cobre. 
Los minerales de cobre en Chile se presentan en la naturaleza de diversas 
formas: sulfuradas, oxidadas y asociados a otros sulfuros metálicos, los cuales dan 
origen a sulfuros complejos. 
Los minerales sulfurados son aquellos que poseen es su estructura azufre en 
forma de sulfuro y que se encuentran libres de oxígeno. Los minerales sulfurados 
generalmente se encuentran en yacimientos de tipo “porfídico”, siendo los más 
comunes: Calcosina (Cu2S), covelina (CuS), bornita (Cu5FeS4), calcopirita (CuFeS2).  
Los minerales sulfurados de cobre pueden ser clasificados en 3 categorías, 
según su estructura química: Monosulfuros o sulfuros secundarios; Disulfuros o sulfuros 
primarios y Compuestos monosulfuro y disulfuro mixtos. 
Los monosulfuros o sulfuros secundarios de cobre, son aquellos minerales que 
sus estructuras cristalinas se componen de aniones de sulfuro aislados, de forma 
hexagonal compacta (HCP) o estructura cubica centrada en caras (Fcc), sin presencia 
de enlaces disulfuros directos, donde los iones de cobre se ven distribuidos de manera 
compleja en sitios intersticiales, tanto trigonal, así como la coordinación tetraédrica 
distorsionada y presentan movilidad. Además, este grupo muestra conductividad iónica 
a temperatura ligeramente elevada. Y la mayoría presenta actividad semiconductora. 
Algunos ejemplos son calcosina (Cu2S) y covelina (CuS). 
Los disulfuros o sulfuros primarios de cobre, corresponden a los minerales donde 
su estructura es análoga a la de la pirita, en la cual todos los átomos de azufre 
producen unidades de enlaces disulfuros. Estos se pueden sintetizar a presiones muy 
17 
 
altas y son conductores metálicos. Siendo ejemplos bornita (Cu5FeS4) y calcopirita 
(CuFeS2).  
Los compuestos monosulfuro y disulfuro mixtos de cobre, están compuestos 
tanto de monosulfuro, como de disulfuro de n-aniones. La estructura cristalina de este 
complejo, por lo general alternan capas hexagonales de monosulfuro y disulfuro de 
aniones con cationes de cobre en intersticios trigonal y tetraédrica. Para estos 
complejos su composición determina si bien son semiconductores o conductores 
metálicos 
Sin embargo, las especies sulfuradas por lo general son insolubles en agua, lo 
cual hace posible clasificarlos según el medio en el que se disuelven. Por una parte, 
están los minerales que en presencia de ambientes reductores, generan sulfato de 
hidrógeno (H2S) si se encuentran en presencia de un medio ácido, o bien liberan ion 
sulfuro (S2-), en presencia de un medio alcalino. En tanto, si los minerales sulfurados se 
encuentran en presencia de agentes oxidantes, pueden generar azufre elemental (S0) 
bajo condiciones neutras, mientras que, bajo condiciones alcalinas el sulfato resulta 
oxidado. Por otro lado, en condiciones ácidas se conserva estable (Domic, 2001, 
Hulburt Jr y Klein, 1974) 
4.3.2. Lixiviación de sulfuros de cobre. 
Para los minerales sulfurados existen 2 modalidades de tratamiento. 
El primero directo desde los minerales (in- situ, botaderos, pilas), donde se 
incorpora el proceso de biolixiviación.  
El segundo incorpora tratamientos de concentrados sulfurados, producidos por 
molienda y flotación. 
La lixiviación corresponde a una disolución selectiva, donde intervienen un sólido 
y un agente lixiviante. En esta reacción el agente lixiviante se encuentra disuelto en una 
disolución acuosa, pero en ocasiones un agente externo puede cumplir la función de 
oxidante o reductor, participando así en la disolución del material de interés. Esta 
reacción se realiza mediante cambio en los potenciales oxido- reducción de la solución 
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lixiviante. Para la optimización de esta reacción se puede aplicar agitación, temperatura, 
presión y uso de reactivos o variación de la concentración de éstos (Ingledew, 1982). 
En el caso de minerales sulfurados de cobre, la lixiviación está promovida y 
potenciada por la concentración de iones de hidrógeno (H+) como por los aceptantes de 
electrones como el ion férrico (Fe3+). Por lo tanto, la cinética depende 
fundamentalmente del pH y el potencial redox (Eh) (Kinsel y Umbreit, 1964). 
Los agentes más comunes para lixiviar los minerales sulfurados son: el oxígeno, 
agua oxigenada, ion férrico, ácido nítrico, ácido sulfúrico concentrado, gas cloro disuelto 
y el hipoclorito de sodio, siendo el oxígeno el que posee la ventaja ya que éste no debe 
ser regenerado y no introduce iones extraños en el sistema. En cambio, cuando se 
hace uso de cloruro de hierro (FeCl3) como agente lixiviante, este se reduce a FeCl2, 
pero éste tiene que ser separado y reoxidado antes de su recirculación. 
Los mecanismos de lixiviación cuando se hace uso de los agentes oxidados, 
pueden ser de 2 tipos: el químico, el cual consiste en la formación de azufre elemental 
en medio ácido o en la formación de sulfato en medio neutro. Y el mecanismo 
electroquímico, donde los sulfuros a disolver son totalmente insolubles en acido. La 
formación de azufre elemental puede ser oxidado más aún, solo si las condiciones de 
lixiviación lo permiten (Domic, 2001). 
Sin embargo, la alta presencia de los minerales sulfurados de cobre, requiere el 
uso de otros tipos de lixiviación como la biolixiviación o lixiviación bacteriana, la que 
corresponde un proceso natural de disolución, realizado por las mismas bacterias que 
posee la habilidad de oxidar minerales sulfurados. Estas bacterias son acidófilas, ferro y 
sulfuro-oxidantes. Esta tecnología es capaz de extraer un metal de valor como uranio, 
cobre, zinc, níquel o cobalto. El producto final de la biolixiviación es una solución ácida 
que contiene metal en su forma soluble. 
La biolixiviación se realiza por 2 métodos: el directo, el que consiste en una 
disolución del mineral mediante una consecuencia de reacciones químicas catalizadas 
por los microorganismos por un contacto físico con el mineral. En cambio, el método 
indirecto se realiza por medio de reacciones químicas, pero que a diferencia de la 
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directa, no hay un contacto físico del microorganismo junto con el mineral. Sin embargo, 
estos microorganismos juegan un papel central, ya que general algunos de los reactivos 
químicos necesarios para llevar a cabo la reacción (Crundwell, 1997). 
En el caso de la biolixiviación indirecta, se considera la acción de los iones 
férricos (Fe3+), donde éste disuelve el mineral sulfurado. En este caso, la presencia del 
ion ferroso (Fe2+) en el medio es importante ya que éste es oxidado a ion férrico 
biológicamente (Sand et al., 2001). 
4.3.2.1. Efecto del hierro en la lixiviación.  
Las sales férricas, en particular sulfato férrico [Fe2(SO4)3] y cloruro férrico [FeCI3], 
en la lixiviación de especies minerales sulfurados en ácidos, cumplen la función de 
oxidantes: Estos actúan con rapidez liberando azufre elemental.  En la tabla 2 siguiente 
se describen las reacciones donde el sulfato férrico reacciona a los diferentes sulfatos 
de cobre. Las sales han sido aplicadas para el tratamiento de concentrados sulfurados 
de flotación, como también para el tratamiento sobre minerales de baja ley.  
Tabla 2. Reacciones químicas de la lixiviación de minerales sulfurados. 
Mineral sulfurado. Reacción química.  
Calcosina 𝐶𝑢2𝑆 + 𝐹𝑒2(𝑆𝑂4)3 ↔ 𝐶𝑢𝑆𝑂4 + 𝐹𝑒𝑆𝑂4 + 𝐶𝑢𝑆 (1) 
Covelina 𝐶𝑢𝑆 +  𝐹𝑒2(𝑆𝑂4)3  ↔  𝐶𝑢𝑆𝑂4 + 2𝐹𝑒𝑆𝑂4 +  𝑆
0 (2) 
Calcopirita 𝐶𝑢𝐹𝑒𝑆2 +  2𝐹𝑒2(𝑆𝑂4)3  ↔ 𝐶𝑢𝑆𝑂4 + 5𝐹𝑒𝑆𝑂4 + 2𝑆
0 (3) 
Bornita(con O2) 𝐶𝑢5𝐹𝑒𝑆4 + 2𝐹𝑒2(𝑆𝑂4)3  + 8,5𝑂2  ↔ 5𝐶𝑢𝑆𝑂4 + 2𝐹𝑒𝑆𝑂4 + 𝐹𝑒𝑂 (4) 
Bornita(sin O2) 𝐶𝑢5𝐹𝑒𝑆4  +  𝑥𝐹𝑒2(𝑆𝑂4)3   ↔  𝐶𝑢5𝑥𝐹𝑒𝑂4 +  𝑥𝐶𝑢𝑆𝑂4  + 2x 𝐹𝑒𝑆𝑂4 (5) 
Los sulfuros, como la calcopirita, son más resistentes a las soluciones férricas. 
En tanto, la reacción de bornita requiere la presencia de oxígeno para completar la 
disolución. 
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La formación de azufre elemental se debe a las reacciones de calcosina y 
calcopirita. Esta formación, dependiente de la temperatura, puede tener fuertes 
implicancias sobre la cinética de la disolución, formando barreras para la difusión.  
En general, los depósitos de minerales sulfurados contienen pirita, la cual es 
oxidada produciendo sulfato ferroso, como se describe a continuación. 
𝐹𝑒𝑆2 + 3,5𝑂2  + 𝐻2𝑂 ↔  𝐹𝑒𝑆𝑂4 +  𝐻2𝑆𝑂4 (6) 
2𝐹𝑒𝑆𝑂4 +  0,5𝑂2 +  𝐻2𝑆𝑂4 ↔  𝐹𝑒2(𝑆𝑂4)3 +  𝐻2𝑂 (7) 
 
La reacción 12 es más rápida y suele ser utilizada para la formación de ácido en 
minas de carbón, siempre y cuando se encuentre pirita presente. 
La reacción 13 es más lenta, lo que producirá sulfato ferroso después de un largo 
periodo, en algún botadero o in situ. 
En la lixiviación en pilas el férrico es aplicado sobre minerales que no han sido 
sometidos a concentración. Estos minerales son productos del chancado secundario y 
terciario, típicamente bajo ½ “, pero la disolución de estas especies de minerales en las 
pilas, por acción del ion férrico, procede de manera muy similar a los descritos para los 
botaderos e in-situ. Sin embargo, todos los problemas relacionados al tamaño de la 
roca se ven superados sólo por tener como proceso previo el chancado, pero aún así, 
siendo este un proceso químico, no se logra obtener los potenciales ni la cinética 
necesaria para la reconversión del ion ferroso a férrico necesaria. Por esto, se hace 
necesario que haya un aporte extra de ion férrico, que puede ser proporcionado por las 
bacterias, siendo más eficiente. También, en algunos casos se aplican técnicas como el 
chancado fino y posterior aglomeración de manera previa al carguío en pilas. Estas 
técnicas previas ayudan a los mecanismos de acción y regeneración del ion férrico, 
además de la intervención directa de las bacterias (Viñals et al., 2003). 
Sin embargo, la mayor limitación de esta aplicación está dada por la reducida 
estabilidad que muestra el ion férrico. Esto referente a su diagrama de potencial óxido 
reducción [Eh] – pH. Estos referentes se encuentran en un extremo, lo cual limita su 
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actividad, haciendo que los medios lixiviantes no superen el pH de 2,0 ni que el Eh se 
encuentre por debajo de los 650 milivolt [mV] (Grishin y Tuovinen, 1988, Kinsel y 
Umbreit, 1964). 
4.3.2.2. Efecto de iones cloruro en la lixiviación de sulfuros de cobre. 
El cloruro de sodio (NaCl) se encuentra presente en la minería hace más de 50 
años, específicamente en el proceso de extracción del cobre. Esta sal aumenta la 
eficiencia del proceso en diferentes aspectos. Uno de estos corresponde a que los 
minerales que acompañan al cobre, como la ganga y el azufre, sufran una porosidad 
que permite permeabilidad de las soluciones lixiviantes, reduciendo en el tiempo del 
proceso de extracción (Lu et al., 2000). 
La disolución del cobre ocurre mejor en solución clorurada que en sulfatos. Esto 
se debe a la formación de complejos con los iones metálicos presentes en el mineral. 
los cuales se trasforman en agentes lixiviantes los que son continuamente regenerados 
(Herreros y Vinals, 2007). 
En el proceso de lixiviación, los minerales sulfurados de cobre se ven 
involucrados en la interacción de los iones cúpricos, cuprosos, férricos, ferrosos y 
cloruros en medios ácidos, donde se inicia la oxidación de sulfuros de cobre con el ion 
férrico (Fe+3), lo que deja como resultado al ion cúprico (Cu+2) y ion ferroso (Fe+2).  Pero 
en medios clorurados, el ion Cu+2, oxida parcialmente el ion Fe+2. 
Cu+2  + 𝐹𝑒+2 →  𝐶𝑢+ + 𝐹𝑒+3 (8) 
Esta reacción (8) logra un equilibrio con sus 4 iones, por su equilibrio 
termodinámico, pero este equilibrio depende de la concentración de cloruro el cual 
actúa como catalizador de la reacción. Siendo esto proporcional a la concentración de 
cloruro (O’malley y Liddell, 1987). 
Sin embargo, por su parte el ion Fe+3, sigue oxidando a los sulfuros, pero el ion 
cuproso también se oxida de forma espontánea por la presencia de oxígeno. Así 
también el ion Cu+2 en conjunto con el ion Fe+2 producido, reacciona nuevamente 
generando Fe+3, y cuproso haciendo de esto un ciclo. 
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La reacción de oxidación del ion cuproso es en sí rápida. El equilibrio de la 
reacción es determinada por la capacidad del sistema de producir el ion ferroso 
(velocidad de oxidación de sulfuros), pero la reacción se vuelve más lenta por la 
difusión del ion Fe+3 (Berger y Winand, 1984). 
El cloruro contribuye a la formación de complejos cloro-cobre, que favorece la 
velocidad de disolución del cobre, mediados por el ion cuproso que posee más 
solubilidad por el ion cloruro. En la lixiviación en medios clorurados, el ion cuproso es 
más estable, lo cual genera un ciclo redox virtuoso. 
4.3.3. Biolixiviación. 
La biolixiviación es un proceso comercial, que hace referencia a una tecnología 
de la Biominería, el cual es un término para describir el uso de microorganismos en la 
extracción de metales desde minerales o concentrados sulfurados y/o con contenido de 
hierro. No obstante, cuando el metal es extraído desde soluciones el proceso lleva el 
nombre de biolixiviación o biooxidación.  
La biolixiviación es el proceso convencional de lixiviación, catalizado 
biológicamente, pero aplicado a los minerales sulfurados, ante la necesidad de 
aumentar la cinética de su disolución. Este un proceso químico, dedicado por el agua y 
oxigeno atmosférico, y un proceso biológico, mediado por microorganismos. 
En esta disolución de minerales por medio de bacterias puede ocurrir de manera 
directa por el metabolismo de los microorganismos, o bien, indirectamente por algún 
producto del metabolismo (Ingledew, 1982, Rawlings, 2004). 
4.3.3.1. Mecanismo directo. 
Este mecanismo corresponde al que es mediado por la acción bacteriana, donde 
las reacciones químicas son catalizadas enzimáticamente. Este tipo de mecanismo 
supone un contacto físico entre el microrganismo y el mineral, donde ocurre una 
oxidación del mineral por medio de trasporte de electrones desde la parte reducida del 
mineral, que en general es un sulfuro, al oxígeno disuelto. La reacción general es: 
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𝑀𝑆 + 2𝑂2  →   𝑀𝑆𝑂4 (9) 
 
La adherencia de las bacterias al mineral es una condición necesaria para la 
lixiviación de este tipo.  
4.3.3.2. Mecanismo indirecto.  
El mecanismo indirecto, al igual que el mecanismo directo, considera la acción 
de los iones férricos (Fe3+) sobre el mineral sulfurado disolviéndolo. Sin embargo, como 
se mencionó anteriormente no consta de una adherencia de la bacteria al mineral. En 
esta reacción, el ion ferroso (Fe2+) es oxidado a ion férrico biológicamente (Sand et al., 
2001). La reacción biológica se describe más adelante. La reacción de este mecanismo 
se define a continuación:  
𝑀𝑆 + 2𝐹𝑒3+   →   𝑀2+ + 𝑆 + 2𝐹𝑒2+ (10) 
 
Según esta reacción los iones férricos y/o los protones son los únicos agentes 
que disuelven el sulfuro, haciendo este mecanismo estrictamente indirecto. 
 
4.3.4. Microrganismos presentes en la biolixiviación. 
Dentro del proceso de lixiviación podremos encontrar numerosos 
microorganismos que participan en la oxidación de minerales sulfurados, los cuales 
forman parte de la microflora natural de los minerales, donde coexisten con distintos 
microorganismos cuyo metabolismo aporta de distintas maneras para el desarrollo de 
cada uno de ellos. Estos se caracterizan por su capacidad de desarrollo dentro de 
ambientes extremos. Estos son medios acuosos asociados a minas o a procesos 
industriales, donde los pH son bajos con alto concentrado de minerales pesados y en 
algunos casos temperaturas muy altas. Y siendo así, aún bajo estas condiciones, hay 
microorganismos capaces de desarrollarse y reproducirse. 
Los microorganismos con estas capacidades son quimiolíticos, es decir que 
como fuente energética primaria, usan compuestos inorgánicos, como especies 
reducidas de azufre, y ciertos metales en disolución, como ion ferroso (Ballester, 1991). 
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Así también son autótrofos, es decir, que son capaces de sintetizar todas las sustancias 
esenciales a partir de sustancias inorgánicas. Como fuente de carbono utilizan el CO2. 
Como también son aeróbicas, que requieren la presencia de oxígeno, siendo algunas 
aeróbicas facultativas (Brock y Gustafson, 1976) y se desarrollan a pH entre los rangos 
[1,6 – 2,0] (Ingledew, 1982), y en temperaturas muy variables, siendo éstos mesófilos, 
termófilos moderados y termófilos (Norris, 1990). 
Dentro de este mix de microrganismos que coexisten, podemos encontrar 
principalmente bacterias y arqueas, aunque también pueden estar presente hongos 
como levaduras. Sin embargo, dentro de la biolixiviación se tiene conocimiento 
principalmente de bacterias entre las cuales se encuentran: Acidithiobacillus 
ferrooxidans, Leptospirillum ferrooxidans, Acidithiobacillus thiooxidans y Sulfobacillus 
termosulfidooxidans. Y también algunas arqueas: Sulfolobus acidocaldarius, Sulfolobus 
metallicus (Norris, 1990). 
Siendo las poblaciones condicionadas por la temperatura a la que está expuesta, 
así como también los nutrientes presentes, dentro de los sistemas industriales las 
temperaturas no superan los 45°C. por lo que podríamos encontrar Acidithiobacillus 
ferrooxidans, Leptospirillum ferrooxidans y Acidithiobacillus thiooxidans. Pero cada 
bacteria tiene distintos requerimientos de nutrientes como fuente de energía, por lo que 
para la biolixiviación de mineral un mix bacteriano son más beneficiosas que una 
aislada. 
De las bacterias ya mencionadas, las que realizan la oxidación del ion ferroso 
son: Acidithiobacillus ferrooxidans, Leptospirillum ferrooxidans (pero esta última es solo 
capaz de oxidar ion ferroso). Estas la realizan con las reacciones descritas a 
continuación:  
2𝐹𝑒2+ + 2𝐻+ +
1
2
𝑂2   →   2𝐹𝑒
3+ + 𝐻2𝑂 
(11) 
2𝐹𝑒2+   →   2𝐹𝑒3+ + 2𝑒 (12) 
1
2
𝑂 + 2𝐻+ + 2𝑒  →   𝐻2𝑂 
(13) 
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Sin embargo, este proceso también es realizado de manera espontánea a pH 
acido, pero esta oxidación es bastante más lenta con la ausencia de bacterias. Pero 
con estas bacterias el proceso de oxidación es 500 a un millón de veces más rápido 
(Ingledew, 1986). 
Aun así, este proceso de oxidación realizado por las bacterias hierro oxidante, 
tiene una inhibición producida por el producto, ion férrico, que interfiere con el 
crecimiento bacteriano, y con la oxidación de ferroso (Nemati et al., 1998). La incidencia 
de los cationes metálicos sobre la actividad oxidativa bacteriana se explica como una 
inhibición competitiva, siendo esto por una mayor concentración bacteriana, sobre el 
tiempo (Lizama y Suzuki, 1989). 
4.3.4.1. Acidithiobacillus ferrooxidans. 
Esta bacteria presente en la biolixiviación es una de las especies más estudiadas 
y de las que se tiene más información. Durante años se pensó que era el único 
organismo importante en biolixiviación, pero hoy es considerado como uno de los más 
importantes del conjunto de bacterias biolixiviantes. Esta es una bacteria Gram-
negativa, halotolerante, acidófila, autótrofa y mesófila, cuya temperatura óptima de 
crecimiento es entre 30°C y 35ºC (MacDonald y Clark, 1970). Obtiene su energía de la 
oxidación de ion ferroso, como se muestra en la reacción (11) y especies reducidas de 
azufre (Ingledew, 1986), y su pH óptimo de crecimiento está entre 1,8 y 2,5 (Kelly y 
Wood, 2000). 
4.3.5. Bacterias en ambiente clorurado. 
Las bacterias se encuentran en todo tipo de ambientes, son capaces de 
adaptarse y sobrevivir en condiciones extremas. Sin embargo, éstas también poseen 
limitaciones, lo que les impediría desarrollarse. 
Bajo condiciones salinas, podemos encontrar bacterias halófilas, que 
corresponden al grupo de microorganismos extremófilos, donde es requerida la 
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presencia de sal para desarrollarse.  Para estas bacterias su crecimiento óptimo es a 
25% (p/v) de NaCl.  
En contraste, se encuentran los microorganismos no halófilos, que son capaces 
de crecer tanto en presencia como en ausencia de sal, por lo cual son llamadas 
halotolerantes.  Estas son capaces de crecer a 15% (p/v) de NaCl. Sin embargo, dentro 
de esta última podemos distinguir rangos, como los halotolerantes débiles, donde 
podemos encontrar a los organismos marinos, ya que el mar posee aproximadamente 
el 3% (p/v) de NaCl. Los halotolerantes moderados, crecen eficientemente en presencia 
del 3% al 15%  (p/v) de NaCl (Kushner, 1978, Ramírez et al., 2004). 
Los organismos halotolerantes, poseen un crecimiento óptimo en medios 
ausentes de NaCl.  Sin embargo, cuando éstas son sometidas a un ambiente clorurado, 
con concentraciones crecientes, el organismo se desarrollará de manera normal, hasta 
que la frecuencia sea atenuada. Mientras se aumente la concentración de NaCl, se 
observará un aletargamiento constante que finalmente conllevará a la muerte de los 
organismos (DasSarma y Arora, 2001). 
En la lixiviación de los sulfuros de cobre, como se describió anteriormente 
(4.3.2.), la presencia de cloruros entrega varios beneficios que mejora la eficiencia del 
proceso como tal. Sin embargo, este medio no se ha establecido como el más 
adecuado para el crecimiento bacteriano pues, a altas concentraciones de iones 
cloruros, el crecimiento de los microrganismos acidófilos se ve inhibido (Ingledew, 
1986). Esto es bastante perjudicial para los microorganismos utilizados en los procesos 
biomineros.  
Poco se sabe de los mecanismos que adoptan los microorganismos acidófilos 
con altas concentraciones de cloruro. Sin embargo, se ha descrito que estos 
microorganismos adoptaron varios cambios en sus proteomas, en presencia de iones 
cloruro, como estrategia para combatir el estrés provocado por NaCl. La adaptación de 
la membrana celular y la acumulación de aminoácidos, forma una osmoprotección, por 
la expresión de proteínas implicadas en el estrés ácido, relacionados osmóticamente 
(Zammit et al., 2012). 
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4.4. Planteamiento de la problemática. 
Tras años de funcionamiento, la Compañía Minera Barrick Zaldivar realizó la 
explotación de etapas de cobres oxidados. Para esta etapa, se hace uso de ácido 
sulfúrico y recirculación de soluciones. 
En los años 2013 y 2014, se realiza la explotación de sulfuros secundarios, por la 
proyección del plan minero en el yacimiento, lo que hace necesario un nuevo patrón de 
técnicas para procesar sulfuros, con el uso de hidrometalurgia, teniendo en 
consideración la alta carga iónica presente en las soluciones que interfiere con la 
población bacteriana. 
Por esta decreciente ley de cobre, en la mayoría de los yacimientos mineros 
explotados en Chile, donde se encuentra incluida la Compañía Minera Zaldívar, los 
esfuerzos se han centrado en incrementar la masa de material procesado, para 
mantener las producciones de Cobre, por lo que se inició la explotación de sulfuros 
secundarios, por la baja presencia de óxidos en el yacimiento. 
Para enfrentar el desafío se hace necesario el estudio de técnicas para el 
proceso de lixiviación habitual, y que permita ser aplicado a corto plazo, sin requerir una 
gran inversión, ni un cambio sustancial al proceso ya utilizado, sin influir en la disolución 
de sulfuros secundarios y lograr optimizar la cinética y recuperación. 
4.5. Formulación de la hipótesis. 
Los microorganismos hierro-oxidantes son capaces de metabolizar el ferroso a 
férrico en ambientes con cloruro de sodio. 
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5. Objetivos. 
5.1. Objetivos generales. 
Adaptar bacterias hierro oxidantes a altos niveles de cloruro de sodio. 
5.2. Objetivos específicos.  
5.2.1.  Adaptación de bacterias hierro oxidantes a cloruro de sodio, hasta alcanzar la 
tolerancia máxima, en conjunto con el tiempo de reposo, temperatura, pH y potencial. 
5.2.2.    Identificar bacterias s en cultivos con mejor capacidad adaptativa. 
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6. Materiales y métodos. 
6.1. Muestreo. 
Se realizó muestreos de diferentes áreas de la planta Minera Zaldívar, entre 
ellas: Piscinas de proceso, estanque de biorreactores, sifones de drenajes de lixiviación 
y suelos en que se sitúan los biorreactores. En el muestreo se recolectaron 10 
muestras, descritas en la tabla 3.  
Tabla 3. Lugar de extracción y nombre de las muestras. 
Nombre de la muestra Lugar de extracción Abreviación 
Piscina A  
Zona piscina de proceso 
industrial 
PiscA 
Piscina B PiscB 
Piscina C PiscC 
Piscina D PiscD 
Biorreactores Biorreactores BIOS 
Ex Biorreactores Zona antigua de  
Biorreactores 
ExBIOS 
Cepa CP11 Lix Cepa almacenada CMZ LIX 
Solución rica final Zona Piscina PLS SecPiscPLS 
Sifón 108 Drenaje DL S108 
Sólido TK- Coloso Solido zona cercana a 
Biorreactores 
STK 
 
6.2. Medios de Cultivo. 
Para el desarrollo de las bacterias hierro oxidantes, el medio de cultivo que se 
utilizó fue el medio 9K modificado con ferroso, descrito en la tabla 4. La solución 
preparada fue ajustada a pH entre 1.8 a 2.0, con ácido sulfúrico concentrado (H2SO4).  
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Tabla 4.  Descripción química del medio 9k modificado con ferroso. 
Reactivo g/L 
FeSO4*7H2O 33,4 g/L 
(NH4)2SO4 6 g/L 
KCl 0,2 g/L 
MgSO4*7H2O 1g/L 
Ca(NO3)2*4H2O 0,02 g/L 
K2HPO4 0,5 g/L 
 
6.3. Obtención de concentrados bacterianos.  
El proceso de obtención de inoculo se realizó en diferentes etapas. En primera 
instancia las muestras sólidas se disolvieron en agua industrial, con el fin de obtener 
muestras liquidas. Posteriormente se realizó una sucesión de filtraciones, utilizando 
papel filtro de 150 mm y 70 mm de diámetro (Filterpaper, whatman) para remover 
sólidos, en estas fases de filtración se conservó la solución filtrada. Esta finalmente se 
sometió a una filtración con membranas no estériles de 0,22 micras de Microclar. Se 
rescató papel para posterior liberación de microrganismos por medio de raspado, en 
medio de cultivo 9K. Finalmente se realizó un recuento bacteriano para verificar 
estándares de concentrado.  
6.4. Inoculación y adaptación. 
La inoculación de las muestras recogidas en la planta minera se realizó en base 
a concentrados bacterianos. La inoculación se hizo al 10% en matraces de Erlenmeyer 
con medio de cultivo 9K modificado y con 0 g/L de NaCl, con un volumen total de 200 
mL, por triplicado. Los matraces se mantuvieron en agitadores a una temperatura de 
30°C.  
Para la adaptación de los consorcios, se utilizó medio 9K modificado con 
concentraciones de cloruro de sodio crecientes. Esto se hizo iniciando de los 0 g/L de 
NaCl e incrementado la concentración en 2,5 o 5 g/L, en cada ciclo hasta alcanzar la 
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máxima tolerancia. Los ciclos se realizaron en el orden de concentración descrita en la 
(Tabla 5).  
Cada ciclo constó de 3 etapas las cuales son descritas en la Figura 4: 
 
Figura 4. Ciclo de adaptación bacteriana. Los ciclos están compuestos por 3 etapas: 
Etapa I Inoculación primara, a una concentración determinada. Etapa II Reinoculación, 
manteniendo la concentración de la etapa I. Etapa III Aumento de concentración de 
NaCl, aumentando la concentración en 2,5 o 5 g/L de NaCl. 
Para hacer cambio de etapa se necesita cumplir con 3 requisitos: recuento mayor 
a 1x107 celulas/mL, potencial redox de >600 y coloración marrón oxidado. 
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Tabla 5.  Orden de ciclos según concentración de NaCl. 
Orden de ciclos de adaptación g/L de NaCl 
1 0 
2 5 
3 10 
4 
4’ 
15  
12,5* 
5 17,5 
6 20 
* Ciclo de adaptación intermedio. 
6.5. Monitoreo de consorcios en cultivos de adaptación. 
El monitoreo de los cultivos consto de una serie pruebas, las cuales se verificó el 
crecimiento de los consorcios.  
6.5.1. Cuantificación de Ferroso (Fe2+):  
Para la cuantificación de ferroso, se utilizó el método de titulación, utilizado por el 
laboratorio de biotecnología de la faena minera Zaldívar. El cual consiste en se tomó 3 
mL de la muestra a cuantificar y a esta se agregó 5 mL de mezcla ácida (Ácido 
Sulfúrico H2SO4 15% y Ácido fosfórico H3PO4 15%), además se adicionó 3 gotas de 
difenilamina 0,1%. Posteriormente se tituló con dicromato de potasio (K2Cr2O7 0,1N). 
Hasta que la solución logre tomar un color violeta que persista en el tiempo. Para 
posteriormente utilizar el cálculo de concentración de Fe2+. 
 
 
VolK2Cr2O7: Volumen de Dicromato de potasio gastado en la valoración. 
ConK2Cr2O7: Concentración del Dicromato de potasio. 
PEFe: Peso equivalente del Fe (55.85 g/Eq)  
Vol. Alícuota [mL]: Volumen de la muestra utilizada, en mL. 
Fe2+(g/L)= VolK2Cr2O7 [mL] * ConK2Cr2O7 * 55,85 [g/Eq] (PEFe) 
Vol. Alícuota [mL] 
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A continuación, se presenta la reacción química del proceso de titulación: 
𝐾2𝐶𝑟2𝑂7 + 6𝐹𝑒𝑆𝑂4  + 7𝐻2𝑆𝑂4 → 3𝐹𝑒2(𝑆𝑂4)3 + 𝐶𝑟2(𝑆𝑂4)3 +  𝐾2𝑆𝑂4 + 7𝐻2𝑂 (14) 
 
(http://www.heurema.com/QG16.htm) 
 
6.5.2. Cuantificación Bacteriana: 
Para el monitoreo de los consorcios, se realizó una cuantificación por conteo en 
la cámara de Neubauer de 0,01 mm (Neubauer- improved, Marienfeld). 
6.5.3. Medición de Potencial oxido reducción (Eh): 
El monitoreo se realizó con el uso de un potenciómetro oxido reducción, con el 
fin de realizar un seguimiento de los cultivos, hasta llegar a los rangos óptimos de 
potencial de 600 a 800 mV. 
6.5.4. Medición de pH: 
El pH de los cultivos en adaptación, se regularizó y mantuvo continuamente con 
el uso de pH-metro. Los rangos en los que mantuvo el medio vario entre (1.8 - 2.0). 
Para ajustes de medios, se añadió alícuotas de ácido sulfúrico 25% v/v. 
6.6. Identificación de consorcios. 
6.6.1. Extracción de ADN bacteriano: 
Para la identificación de los consorcios, se realizó con el ATPTM Genomic DNA 
Mini Kit (Blood/ Cultured Cell/ Bacteria), (ATP- Biotech Inc.) con el cual se realizó la 
extracción de ADN genómico de bacterias gram negativo.  
6.6.2. Visualización en geles de agarosa. 
La integridad de las extracciones de ADN, se verificó por medio de un corrido en 
geles de agarosa 1X en TAE. 
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6.6.3. Identificación de especies: 
Se realizó por medio de una pirosecuenciación, en los servicios impartidos por el 
Laboratorio de Bioquímica de la Universidad Católica del Norte, Antofagasta. 
6.7. Gráficos. 
 Los gráficos fueron realizados con el uso de dos programas. Las curvas de 
crecimiento se realizaron con el programa MathLab y los resultados de la 
pirosecuenciación fueron entregados por la Universidad Católica del Norte, en formato 
de Excel. 
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7. RESULTADOS. 
7.1.  Adaptación de bacterias hierro-oxidantes a cloruro de sodio. 
Los monitoreos realizados para los cultivos, se ejecutaron de manera constante, 
algunos de ellos fueron utilizados para evaluar el desarrollo y crecimiento de los 
cultivos, como fue con el pH y recuento. En cuanto al pH en el seguimiento constante 
no se obtuvo variaciones notorias, y se mantuvo en 1,8 a 2,0. En el conteo se buscó 
valores cercanos a 1E+08. En tanto la temperatura de los cultivos se mantuvo fija en 
30°C, sin variaciones.  La concentración de ferroso se cuantificó, y se encuentra 
descrita más delante de igual forma que los potenciales oxido reducción. 
La adaptación se inició con 10 muestras, con una concentración inicial de 0 gr/L 
de NaCl, que tiene como finalidad la verificación de presencia de bacterias hierro-
oxidantes. De este primer ensayo, solo 7 muestras mostraron oxidación de ferroso, con 
una pendiente decreciente, además de un aumento del Eh y con un crecimiento dentro 
del tiempo esperado. Descartando a las muestras Pisc B, S108 y STK, ya que estas no 
presentaron una disminución de ferroso, como tampoco un aumento de Eh, en su 
primera etapa del ciclo de adaptación. (Figura 5). 
Las muestras que demostraron una oxidación de ferroso y un aumento de Eh a 0 
g/L de NaCl (Bios, Exbios, LIX, PiscA, PiscC, PiscD y SecPiscPLS) continuaron con la 
adaptación, aumentando la concentración en 5 g/L NaCl. 
Los cultivos anteriormente mencionados presentaron oxidación de ferroso en los 
ciclos de adaptación de 5 y 10 g/L de NaCl. Mostrando pendientes de reducción ferroso 
y aumentos de Eh, bastantes similares en ambos ciclos (Figuras 6 y 7). 
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Figura 5. Ciclo de adaptación a 0 g/L de NaCl. Curvas de Ferroso (A) y potencial 
óxido-reducción (B) para la adaptación en NaCl 0 g/L, de cultivos: BIOS, ExBIOS, LIX, 
PiscA, PiscB, PiscC, PiscD, SecPiscPLS, S108, STK. Siendo para los cultivos Pisc B, 
S108 y STK su primera fase de adaptación. 
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Figura 6. Ciclo de adaptación a 5 g/L de NaCl. Curvas de Ferroso (A) y potencial 
óxido-reducción (B) para la adaptación en NaCl 5 g/L, de cultivos: BIOS, ExBIOS, LIX, 
PiscA, PiscC, PiscD, SecPiscPLS. 
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Figura 7. Ciclo de adaptación a 10 g/L de NaCl. Curvas de Ferroso (A) y potencial 
óxido-reducción (B) para la adaptación en NaCl 10 g/L, de cultivos: BIOS, ExBIOS, 
LIX, PiscA, PiscC, PiscD, SecPiscPLS. 
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Al completar el ciclo de adaptación de 10 g/L de NaCl, las muestras fueron 
aumentadas de concentración a 15 g/L de NaCl. 
En el ciclo de adaptación bacteriana en 15 g/L de NaCl se pudo observar 
resultados positivos en los cultivos: BIOS, ExBIOS, LIX, PiscA, PiscD, que lograron una 
oxidación de Fe+2 y un aumento hasta los rangos esperados de Eh. Sin embargo, 
también se visualizaron resultados negativos, ya que los cultivos PiscC y SecPiscPLS 
no lograron mantener su capacidad oxidativa al aumento de concentración de 15 gr/L 
de NaCl como tampoco el aumento de Eh, ni en su primera fase de adaptación. 
Representado en la figura 8. 
No obstante, se realizó una adaptación adicional con los resultados negativos 
obtenidos en el ciclo de adaptación a 15 g/L de NaCl, haciendo uso de los cultivos de 
PiscC y SecPiscPLS pertenecientes al ciclo de adaptación en 10 g/L de NaCl, se inició 
un nuevo ciclo de adaptación con un aumentando la concentración de 2,5 g/L de NaCl. 
Por lo que se procedió a realizar el ciclo de adaptación en 12,5 g/L NaCl. 
Obteniendo una oxidación exitosa de Fe+2 como también un aumento de Eh 
dentro de los rangos esperados y en un tiempo aceptable. Como se muestra en el 
siguiente grafico (Figura 9). Pero sin embargo, no habiendo logrado la adaptación a los 
15 g/L de NaCl, son descartados para la continuar de la adaptación.  
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Figura 8.  Ciclo de adaptación a 15 g/L de NaCl. Curvas de Ferroso (A) y potencial 
óxido-reducción (B) para la adaptación en NaCl 15 g/L, de cultivos: BIOS, ExBIOS, 
LIX, PiscA, PiscC, PiscD, SecPiscPLS. Siendo para los cultivos PiscC y SecPiscPLS 
su primera fase de adaptación. 
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Figura 9. Ciclo de adaptación a 12,5 g/L de NaCl. Curvas de Ferroso (A) y potencial 
óxido-reducción (B) para la adaptación en NaCl 12,5 g/L, de cultivos: PiscC y 
SecPiscPLS. 
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En cuanto a lo observado en los ciclos de adaptación en 12,5 y 15 g/L de NaCl, 
se continuo la adaptación haciendo aumentos de 2,5 g/L de NaCl. Determinado esto los 
cultivos adaptados en el ciclo de adaptación en 15 g/L de NaCl, continuaron con el ciclo 
de adaptación bacteriana en 17,5 g/L de NaCl.  
En este ciclo de adaptación se registraron curvas favorables para los cultivos 
BIOS, LIX y PiscA, donde podemos ver capacidad oxidación de Fe+2 como también un 
aumento del Eh dentro de los rangos, y aun dentro de un tiempo aceptable. Sin 
embargo, también se registraron curvas desfavorables para los cultivos (Figura 10). 
En de los cultivos PiscD y ExBios, ya que no lograron mantener su capacidad 
oxidativa como tampoco un aumento del potencial óxido-reducción, ni en su primera 
etapa de adaptación. Asumiendo su límite de tolerancia a los 15 g/L de NaCl. Siendo 
finalmente estos descartados de la adaptación.  
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Figura 10: Ciclo de adaptación a 17,5 g/L de NaCl. Curvas de Ferroso (A) y 
potencial óxido-reducción (B) para la adaptación en NaCl 17,5 g/L, de cultivos: PiscA, 
PiscD, BIOS, ExBIOS, LIX. Siendo para los cultivos PiscD y ExBios su primera fase 
de adaptación. 
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A diferencia de los otros ciclos, el ciclo de adaptación a 20 g/L de NaCl se 
analizó por etapas. 
En la etapa correspondiente a la inoculación primaria, se observó curvas 
favorables para los cultivos PiscA, BIOS, LIX. Ya que aún pueden mantener su 
capacidad oxidativa y aumento de potencial óxido-reducción logrando los rangos 
esperados, y con un tiempo de desarrollo aceptable para los criterios de la empresa 
(Figura 11). 
Sin embargo, los resultados obtenidos en la etapa I no permanecieron en la 
etapa II para cultivos BIOS y PiscA, pues no lograron la oxidación de Fe+2, como 
tampoco el aumento del potencial óxido-reducción (Figura 12). Quedando descartadas 
de la adaptación y asumiendo su tolerancia máxima a los 17,5 g/L de NaCl. 
Mientras que el cultivo LIX sigue mostrándose estable dentro de la adaptación, 
manteniendo su metabolismo, con su oxidación de Fe+2 continuo y aumento de Eh 
dentro de los rangos esperados, además de una mejora con respecto a la fase 1 de 
adaptación. La disminución en el tiempo de oxidación de Fe+2 de 80 horas a 56 horas 
(Figura 12). 
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Figura 11. Ciclo de adaptación a 20 g/L de NaCl, etapa I. Curvas de Ferroso (A) y 
potencial óxido-reducción (B) para la primera fase de adaptación en NaCl 20 g/L, de 
cultivos: BIOS, LIX, PiscA. 
 
  
46 
 
A 
 
B 
 
Figura 12. Ciclo de adaptación a 20 g/L de NaCl, etapa II primera repetición. 
Curvas de Ferroso (A) y potencial óxido-reducción (B) para la segunda fase de 
adaptación en NaCl 20 g/L, de cultivos: BIOS, LIX, PiscA. 
 
  
47 
 
Ya siendo descartados los cultivos BIOS y PiscA, se continuó con el último 
cultivo estable LIX, el cual fue sometido a la segunda parte de la etapa II del ciclo. 
Donde observamos que continúa mostrándose una oxidación de Fe+2 constante y 
aumento de potencial óxido-reducción dentro de los rangos esperados, y pero 
aumentado levemente su tiempo de desarrollo a 64 horas con respecto a la obtenida en 
la primera parte de la etapa II (Figura 12), pero aun superando el tiempo obtenido en la 
etapa 1 de adaptación. 
Viendo que el cultivo LIX se mantiene en actividad, se procedió a aumentar la 
concentración de NaCl a 22,5 g/L. Donde podemos observar que la actividad ya no se 
conserva, pues ya no hay aumento de Eh como tampoco una oxidación de Fe+2. (Figura 
13). Descartado de la adaptación al cultivo LIX. Determinando así su tolerancia a los 20 
g/L de NaCl.  
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Figura 13. Ciclo de adaptación a 20 g/L de NaCl, etapa II segunda repetición. 
Curvas de Ferroso (A) y potencial óxido-reducción (B) para la Tercera fase de 
adaptación en NaCl 20 g/L para el cultivo LIX. 
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Figura 14. Ciclo de adaptación a 22,5 g/L de NaCl, etapa I. Curvas de Ferroso (A) y 
potencial óxido-reducción (B) para la primera fase de adaptación en NaCl 22,5 g/L para 
el cultivo LIX.  
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A modo de resumen se presenta una tabla, con las tolerancias máximas 
aproximadas en g/L de NaCl determinados por muestra. 
 Tabla 6: Tolerancia máxima aproximadas a NaCl determina por muestra. 
Muestras Tolerancia en g/L de NaCl 
  
PiscA 17,5 
PiscB 0 
PiscC 12,5 
PiscD 15 
BIOS 17,5 
ExBIOS 15 
LIX 20 
SecPiscPLS 12,5 
S108 0 
STK 0 
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7.2 Identificación de bacterias hierro-oxidantes en cultivos con mejor capacidad 
adaptativa.   
En la identificación de microrganismos presentes en el cultivo con mejor 
capacidad adaptativa a NaCl, fue el cultivo LIX a 20 g/L de NaCl. Tras una identificación 
por medio de la técnica de la pirosecuenciación, se lograron identificar la presencia de 3 
especies como nos muestra el grafico de barras de la figura 14, en esta solución se 
identificó la presencia de Acidithiobacillus ferrooxidans con un 99%, Acidiphilium 
multivorum con un 0,002% y Acidithiobacillus sp con un 0,0006%. 
 
 
Figura 15. Identificación de microrganismos en cultivo LIX. Gráficos de barras de 
especies identificas por pirosecuenciación, del cultivo LIX a 20 g/L de NaCl. Número de 
secuencias identificadas para: Acidithiobacillus ferrooxidans, Acidiphilium multivorum y 
Acidithiobacillus sp. 
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8. Discusión. 
Hoy en día la minería se encuentra en proceso de la exploración de los sulfatos 
secundarios, por la baja de presencia de minerales oxidados en yacimientos como 
Zaldívar. Esta etapa es más compleja ya que hace necesario nuevos métodos para una 
extracción pura del cobre. 
Por esta razón, se hace uso de microorganismos lixiviantes como proceso 
principal. Sin embargo, se cuenta con registros que señalan que el NaCl también sirve 
como un catalizador en este proceso. Pero al combinar ambos métodos en un solo 
proceso, encontramos una problemática: Los microrganismos hierro oxidantes no son 
organismos halófilos. 
8.1. Fundamentos del desarrollo bacteriano. 
Para el desarrollo de bacterias hierro oxidantes se definieron condiciones 
ambientales óptimas. Como se mencionó anteriormente en la metodología, los cultivos 
fueron desarrollado bajo las siguientes condiciones: Temperatura a 30 °C, pH [1,5 - 
2,0], en constante agitación y a concentraciones crecientes de NaCl. 
Para la adaptación se utilizó el medio de cultivo 9k, el cual se encuentra 
compuesto principalmente de sulfato ferroso (FeSO4) que participa en el desarrollo de 
los microorganismos hierro oxidantes (Lazaroff, 1963), ya que es un sustrato directo en 
el sistema enzimático de oxidación (Jensen y Webb, 1995). El producto de la oxidación 
de este compuesto es el ion Fe3+ (como se describe en la reacción 11), el que tiene un 
efecto directo en los microorganismos generando una leve competitividad que depende 
de la concentración bacteriana (Lizama y Suzuki, 1989). Sin embargo, este 
microrganismo es capaz de adaptarse a altas concentraciones de estos cationes, en 
especial al ion férrico, ya que con este el microorganismo es capaz de oxidar a otros 
cationes como el Cu+ (presente en Cu2S) de manera indirecta, produciendo el ion Fe2+, 
que posteriormente es re oxidado por la bacteria (Das et al., 1997, Ingledew, 1982). 
Otro factor a considerar para la actividad bacteriana es la temperatura, la cual 
puede generar cambios a nivel proteico, lo que traería cambios en el metabolismo 
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bacteriano (Amaro et al., 1991). A bajas temperaturas las bacterias hierro oxidantes se 
someten a un estado de hibernación, a temperaturas dentro del rango de 28 a 30 °C 
presentan una actividad óptima y a temperaturas superiores mueren (Ahonen y 
Tuovinen, 1989).  
Sin embargo, es importante poder replicar las condiciones controladas en 
laboratorio a nivel industrial. En la empresa se evaluaron las condiciones para mantener 
los cultivos a temperaturas constantes y estables, ya que los estanques de cultivo se 
encuentran a la intemperie a alturas de 3500 metros sobre el nivel del mar, donde las 
temperaturas por el día alcanzan los 25°C y los 5 °C por las noches, durante el verano, 
mientras que en invierno se alcanzan los 10 °C por el día y los -10 °C por las noches. 
Tras evaluaciones de empresas contratistas, se determinó la posibilidad de mantener 
una temperatura óptima de 25 - 30 °C. 
Para los microorganismos hierro oxidantes el pH también genera cambios 
metabólicos, los cuales pueden llegar a inhibir la oxidación del ion ferroso cuando el pH 
es menor de 1,2. No obstante, esta inhibición es reversible, ya que inicia nuevamente 
su actividad oxidativa del ion ferroso cuando el pH es mayor a 1,8 (Brock y Gustafson, 
1976). Estos cambios son generados por la misma oxidación del ion ferroso, en la que 
los protones en solución generan un aumento del pH. 
En general las bacterias acidófilas tienen una estructura en su membrana que les 
permite poseer un mecanismo eficiente con los cuales se adecuan a las variaciones del 
entorno externo (Amaro et al., 1991). 
Una vez evaluado y determinado las condiciones de cultivo óptimas, se espera 
descartar estos factores como inhibidores de la reacción oxidativa del ion ferroso.  
8.2. Proceso de adaptación. 
 En el proceso de adaptación de los cultivos se realizaron distintos monitoreos 
como se describen en punto 6.5, donde se destaca principalmente a la medición de 
potencial redox (Eh) y la titulación de ferroso. 
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 Se consideran estos resultados en conjunto: En primera instancia se considera la 
reducción de ferroso reflejado en la titulación, la que indica presencia de 
microorganismos hierro oxidantes por la oxidación de ferroso. En segunda instancia se 
considera el potencial redox, el cual indica la cinética de ion ferroso por el aumento de 
potencial electroquímico por la concentración ion férrico (Ingledew, 1986, Kinsel y 
Umbreit, 1964). 
Cabe destacar que, por separado, estos resultados no son concluyentes. Es de 
importancia obtener resultados positivos en ambos monitoreos para considerar al 
cultivo que debe continuar en la adaptación.  
8.2.1. Adaptación de los cultivos. 
Para el proceso de adaptación se creó un denominado “ciclo de adaptación”, 
descrito en el punto 6.4, el cual posee una gran importancia, pues cada etapa que lo 
compone tiene un objetivo. En la etapa 1 del ciclo, se espera determinar si el cultivo 
tiene la capacidad de oxidación Fe+2 bajo las condiciones expuestas. La etapa 2, que 
consta de 2 reinoculaciones, tiene como objetivo, demostrar si los cultivos mantienen su 
capacidad oxidativa, a través de las repeticiones de condición. De este modo, se puede 
determinar si los cultivos pueden continuar con la etapa 3, el aumento de concentración 
de NaCl, ya que se encuentran adaptados a las condiciones expuestas. 
Teniendo en cuenta que se realizó la adaptación en las óptimas condiciones de 
crecimiento, con el fin de que estas bacterias crecieran a sus mayores niveles de 
tolerancia a NaCl, el descarte de las soluciones queda en los consorcios bacterianos 
que los componen.  
El primer ciclo realizado fue bajo la ausencia de NaCl. este tiene como objetivo 
determinar si las muestras recolectadas contienen microorganismos hierroxidantes 
(Figura 5). Esto, como se mencionó anteriormente, se determinaba por 2 factores: 
potencial redox y disminución de la concentración de Fe+2. Por lo tanto, los cultivos 
PiscB, S108 y STK se descartaron en este ciclo, debido a la ausencia de oxidación 
(Figura 5A) y mínimas variaciones de potencial (Figura 5B). Se asume ausencia de 
microorganismos hierro oxidantes. 
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En los ciclos de 5 y 10 g/L de NaCl (Figura 6 y 7) los cultivos mantuvieron 
actividad, donde las únicas variaciones que se observaban entre los ciclos realizados 
correspondieron a aumentos en los tiempos de desarrollo de los cultivos. Esto se 
explica por una dificultad en los microorganismos para desarrollarse. Sin embargo, 
sigue siendo una concentración dentro de los parámetros de tolerancia para los 
microorganismos hierro oxidantes descritos en la literatura (6 – 10 g/L de NaCl) (Rea et 
al., 2015, Zammit et al., 2012) . Por lo tanto, dentro de estos ciclos no se realizaron 
descartes. 
Lo visto en los últimos ciclos no se observó en el ciclo a 15 g/L de NaCl (Figura 
8). Esto debido a que los cultivos PiscC y SecPiscPLS perdieron actividad (Figura 8A). 
Frente a esta situación, se propuso regresar al ciclo 10 g/L de NaCl, con el fin de 
aumentar la concentración más gradualmente, por lo cual el aumento se realizó en 2,5 
g/L de NaCl. Con este ciclo, realizado a 12,5 g/L de NaCl (Figura 9), se observó 
actividad en los cultivos PiscC y SecPiscPLS. No obstante, estos cultivos no lograron 
avanzar en la adaptación. Aunque este ciclo demostró que realizando aumentos más 
graduales en la concentración de NaCl, nos permitiría tener un seguimiento más 
certero, además de realizar una adaptación más gradualmente menos invasiva. 
En el caso del ciclo 17,5 g/L de NaCl (Figura 10), se descartaron 2 cultivos: 
PiscD y ExBIOS. Esto debido al incumplimiento de la oxidación de Fe+2 (Figura 10A). 
Se infiere que, para estos cultivos, se han superado los estándares de estabilidad, 
inhabilitando sus actividades metabólicas. Por esto, se determina 15 g/L de NaCl como 
tolerancia máxima aproximada para los cultivos PiscD y ExBIOS. 
Los cultivos restantes: PiscA, BIOS y LIX, fueron sometidos al ciclo 20 g/L de 
NaCl (Figura 11, 12 y 13), donde se realizó un análisis más detallado del ciclo. En la 
primera etapa (Figura 11), los cultivos se desarrollaron favorablemente y mostraron 
oxidación de Fe+2 (Figura 11A). Sin embargo, en la etapa 2 primera reinoculación 
(Figura 12), los cultivos PiscA y BIOS no mostraron oxidación, aunque continuaban con 
la misma concentración de NaCl (Figura 12A). Esta situación puede ser explicada por 
un intento de adaptación, que finalmente no se concretó, lo que determino la tolerancia 
máxima aproximada de NaCl de los cultivos PiscA y BIOS a 17,5 g/L. Sin embargo, el 
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cultivo LIX se desarrolló y presento oxidación en ambas reinoculaciones de la etapa 2 
(Figura 12 y 13), quedando solamente el cultivo LIX bajo el proceso de adaptación. 
Se expone al cultivo LIX bajo la condición de 22,5 g/L de NaCl (Figura 14), donde 
finalmente el cultivo dejo de presentar capacidad oxidativa en la etapa 1 del ciclo 
(Figura 14A), así determinando su máxima tolerancia aproximada en 20 g/L de NaCl.  
Cabe destacar que en todos los cultivos realizados en la adaptación se observó 
la presencia de un precipitado marrón amarillento o marrón claro, de consistencia 
arcillosa, identificado como jarosita (MFe3(SO4)2(OH)6) donde M puede ser K+, Na+, 
NH4+ o H3O+. Este se produce como se describe en las siguientes ecuaciones (Nemati 
et al., 1998): 
𝐹𝑒3+  +   𝐻2𝑂 → 𝐹𝑒𝑂𝐻
2− +  𝐻+ 
𝐹𝑒3+  + 2𝐻2𝑂 →  𝐹𝑒(𝑂𝐻)2
+ + 2𝐻+ 
𝐹𝑒3+  + 3𝐻2𝑂 →   𝐹𝑒(𝑂𝐻)3 +  3𝐻
+ 
Como producto de estas reacciones, el pH de la solución disminuye 
estabilizándose a pH 2,0 o 2,5 (Grishin et al., 1988). Esto depende de la concentración 
de hierro total. En la siguiente reacción se describe como la jarosita produce ácido: 
 
3𝐹𝑒3+  +  𝑀+  + 2𝐻𝑆𝑂4
−  + 6𝐻2𝑂 → 𝑀𝐹𝑒3(𝑆𝑂4)2(𝑂𝐻)6 + 8𝐻
+ 
 
8.2.2. Presencia de NaCl. 
 La presencia de NaCl, como mencionamos en el punto (4.3.2.2), genera varios 
beneficios al proceso de lixiviación a nivel del mineral, tales como: mayor 
permeabilidad, por porosidad producida por azufre (Lu et al., 2000, Palmer et al., 1981), 
oxidación parcial del ion Fe+2 por el ion Cu+2 en medios clorurados (O’malley y Liddell, 
1987), entre otras. 
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En los trabajos de (Lu et al., 2000, Palmer et al., 1981) se observó que, a 
concentraciones superiores de 29,22 g/L de NaCl (0,5 M), no se observan cambios en 
el porcentaje de extracción de cobre. Aunque no se alcanzó a igualar la concentración 
de NaCl descrita, la concentración de adaptación máxima a 20 g/L de NaCl (0,34 M) en 
el cultivo LIX, como se muestra en la (Figura 11, 12, 13), puede generar beneficios 
significativos para el proceso de extracción. 
No obstante, la presencia de NaCl genera distintas variaciones metabólicas, que 
podrían llegar a una sensibilidad bacteriana por un estrés salino. Bajo estas 
condiciones, los microorganismos sufren varios cambios en los componentes de 
membrana, correspondientes a las proteínas, lípidos e hidratos de carbono. Como 
medio se supervivencia, la bacteria Acidithíobacillus ferrooxidans realiza la expresión de 
las proteínas relacionadas con la estructura y el transporte de membrana. Sin embargo, 
los microorganismos poseen un límite: al pasar el tiempo de exposición a este estrés, 
afecta varios procesos celulares (DasSarma y Arora, 2001, Zammit et al., 2012). 
Teniendo en cuenta lo último mencionado, se analiza lo ocurrido durante el 
proceso de adaptación.  
Al iniciar esta adaptación, se consideró el realizar un proceso para evitar el 
estrés bacteriano, realizando aumentos de concentración entre 2,5 y 5,0 g/L de NaCl. 
Se inicia con 0 g/L de NaCl (Figura 5) con el objetivo de buscar la presencia de 
microrganismo hierro oxidantes. 
Como se menciona anteriormente, los parámetros de crecimiento, tales como 
temperatura, pH, medio de cultivo etc., se definieron para todo el proceso. Las razones 
de esta definición son para una posible replicación a nivel industrial, así como para 
poder eliminar estos parámetros como razón de descarte durante el proceso de 
adaptación, dejando así, como única variable significativa, la concentración creciente de 
NaCl.  
Al observar los resultados, el proceso de descarte durante la adaptación fue 
gradual (visible en Tabla 6), por lo que se deduce que los distintos consorcios de cada 
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cultivo son la razón de exclusión para esta adaptación. Las distintas cepas que los 
pueden estar conformando deben tener diferentes parámetros de halotolerancia. Sin 
embargo, al no haberse realizado una identificación primaria de estos cultivos, no se 
puede confirmar esta teoría. 
Dentro de este proceso de adaptación se observaron casos que salen de la 
explicación recientemente planteada, ya que, como se observa en las (Figuras 11, 12 y 
13), los cultivos descartados (BIOS y PiscA), se encontraban bajo las mismas 
condiciones de crecimiento, destacando igual concentración de NaCl. Por esto se 
infiere que el tiempo de exposición a esta concentración de NaCl pudo haber excedido 
sus capacidades de defesa a este estrés, inhibiendo su actividad (Zammit et al., 2012). 
Cabe destacar que el aumento de las concentraciones de NaCl, a nivel de g/L, 
puede ser un factor importante para la adaptación, ya que puede generar una situación 
de estrés más acelerada si los g/L NaCl aumentados son muy altos, sobre expresando 
la sensibilidad bacteriana. Por esto, se recomienda aumentos de concentración bajos. 
Considerando esta modificación, que pudo ser observada en el trascurso de las 
(Figuras 7, 8 y 9), se pudo definir de manera aproximativa la tolerancia de cada cultivo 
(Tabla 6). 
8.3. Identificación de cultivo LIX. 
Una vez seleccionando el cultivo LIX como mejor en capacidad oxidativa, a la 
concentración de 20 g/L de NaCl (concentración más alta lograda) y con un tiempo 
aproximado de 72 horas (3 días) (Figura 13) se identificó con una pirosecuenciación. En 
esta se identificaron 3 especies:  
Una de estas fue Acidiphilium multivorum, una bacteria gram negativo, acidófila, 
aerobia, anoxigénica, fototrópica. Tiene la capacidad de resistir diversos metales 
pesados en ambientes ácidos, tales como níquel, zinc, cadmio y cobre, y resistencia al 
arseniato y arsenito. Además, esta es capaz de oxidar el arsenito a arseniato, siendo 
esta caracteriza un gran factor para el desarrollo de procesos biolixiviantes (WAKAO et 
al., 1994).  
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La segunda especie solo fue identificada como un Acidithiobacillus sp, el cual 
corresponde al género de protobacteria, gram negativo, autótrofos, acidófilas, que 
utilizan azufre elemental, tetrationato y hierro ferroso como donadores de electrones. 
Estas son células móviles, que pueden ser aisladas en ambientes de bajo pH. Un 
ejemplo de este género es Acidithíobacillus ferrooxidans, que fue identificado como la 
tercera especie (Kelly y Wood, 2000). 
Acidithíobacillus ferrooxidans, es una bacteria quimiolitotrófica que es capaz de 
oxidar el ion ferroso a ion férrico y compuestos reducidos de azufre, en soluciones de 
ácido sulfúrico en ambientes con O2. Adicionalmente, usa el ion férrico como oxidante 
para la oxidación de azufre en ambientes anóxicos (Grishin y Tuovinen, 1988, Ingledew, 
1986).  
El proceso metabólico utilizado por Acidithíobacillus ferrooxidans para la 
oxidación de Fe+2, corresponde al transporte de electrones desde el ion ferroso al 
oxígeno, produciendo ATP (Adenosin trifosfato). Además, posee un mecanismo reverso 
de transporte de electrones, por el cual transfiere electrones desde el ion ferroso para la 
reducción de NADP+ a NADPH (Nicotinamida Adenina Dinucleotido Fosfato) (Ingledew, 
1982). 
Además, este microorganismo realiza una gran contribución al proceso de 
biolixiviación para los minerales sulfurados, donde su catálisis en la disolución de 
minerales sulfurados corresponde al mecanismo indirecto (Crundwell, 1997), en el cual 
el ion Fe+3 actúa sobre el mineral (reacción 10). El ferroso, producto de este proceso, es 
rápidamente oxidado por Acidithíobacillus ferrooxidans, como resultado del cambio de 
pH generado por la reducción del ion férrico (Grishin et al., 1988, Nemati et al., 1998). 
La velocidad de la biolixiviación depende de la acción bacteriana, por lo cual es 
de importancia que el cultivo LIX mantenga su actividad oxidativa, para una constante 
renovación de ion férrico en presencia de 20 g/L de NaCl. 
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9. Conclusión. 
Como conclusión se logró encontrar microorganismos lixiviantes en la faena 
Zaldívar, donde los cultivos recolectados pudieron ser adaptados a sus máximas 
capacidades de tolerancia a NaCl.  
Siendo el cultivo LIX el más destacado al adaptarse a 20 g/L de NaCl, 
concentración significativa en comparación a las descritas en trabajos anteriores, como 
así también en la concentración máxima significativa descrita para la eficiencia en el 
proceso de lixiviación.  
En el cultivo LIX se identificó mayoritariamente al microorganismo hierro oxidante 
Acidithiobacillus ferrooxidans. El cual cumple con los parámetros de crecimiento para 
una posible implementación a nivel industrial. 
Sin embargo, dentro del desarrollo de la adaptación de los distintos cultivos, se 
pudo destacar la importancia de la formación de un ciclo de adaptación, como tal, el 
cual abarcaba las necesidades para poder seleccionar a estos cultivos. Así también la 
importancia de los aumentos de concentración, los que deben ser graduales y de bajas 
concentraciones, con el fin de disminuir el impacto en los cultivos. 
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10. Proyecciones.  
  A modo de proyección, se propone el probar el cultivo adaptado para obtener 
resultados comparativos. Con el fin de determinar el porcentaje de eficiencia de los 
cultivos adaptados a NaCl versus a los cultivos no adaptados, frente la extracción de 
cobre. 
 Como así también un estudio comparativo de este cultivo LIX frente a 
condiciones de concentraciones menores de NaCl, con el fin de observar si la velocidad 
cinética de la reacción afecta al porcentaje de extracción de cobre. 
 Además, definir el tiempo de durabilidad del cultivo LIX bajo las condiciones de 
estrés logradas en este estudio, con el fin de observar la estabilidad de este cultivo bajo 
esta condición. 
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